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RESUMO 
A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex. A. Juss.) Muell. Arg.], planta nativa da 
região Amazônica, é a maior fonte de borracha natural do mundo. Apesar de a região 
amazônica oferecer ótimas condições climáticas para o cultivo da seringueira, esta é a área de 
ocorrência do fungo Microcyclus ulei. Deste modo, a heveicultura se expandiu para áreas de 
escape como, por exemplo, a região sudeste do Brasil. Entretanto, estas novas áreas propiciam 
novas condições de estresse, limitando o seu crescimento e a produção de látex. O 
melhoramento genético vem buscando clones adaptados a essas novas áreas de escape, 
contudo como o ciclo de melhoramento da seringueira pode demorar aproximadamente 30 
anos para concretizar-se, tem-se a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas de 
avaliação precoce, que possibilitem diminuir e otimizar as avaliações para a cultura. 
Neste contexto, o presente trabalho apresenta o primeiro mapa genético para uma 
população F1 segregante derivada do cruzamento entre os clones GT1, que apresenta 
tolerância ao vento e ao frio, e RRIM701, que possui produtividade de média a alta. Para a 
construção do mapa foram desenvolvidos 143 marcadores SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphisms), a partir de dados de sequenciamento genômico, dos quais 29 (12,9%) 
apresentaram-se polimórficos para a população de mapeamento. Também foram genotipados 
outros marcadores SNPs e microssatélites, já descritos na literatura. O mapa genético contém 
337 marcadores, dos quais 100 foram genotipados neste trabalho. O software OneMap foi 
utilizado para a construção do mapa que possui 2.250,7 cM de extensão e 19 grupos de 
ligação. 
Os marcadores SNPs desenvolvidos neste trabalho são ferramentas extremamente úteis 
ao melhoramento genético para seleção assistida por marcadores e seleção genômica, além de 
enriquecer a construção de outros mapas genéticos. O mapa genético desenvolvido representa 
um avanço para o melhoramento genético de seringueira por ser uma ferramenta que auxilia a 
identificação de QTLs (Quantitative Trait Loci) relacionados a caracteres de importância 
econômica com maior precisão e, também por permitir uma melhor compreensão da 
arquitetura genética da espécie. 
Palavras-chave: mapa genético, seringueira, SNPs, microssatélites. 
 
  
ABSTRACT 
The rubber tree [Hevea brasiliensis (Willd. Ex. A. Juss.) Muell. Arg.], a native plant 
of the Amazon region, is the greatest source of natural rubber in the world. Although the 
Amazon region provides optimal climatic conditions for the cultivation of the rubber tree, this 
is the area of occurrence of fungus Microcyclus ulei. Thus, the rubber cultivation has 
expanded to escape areas such as the southeastern region of Brazil. However, these new areas 
propitiate new stress conditions, limiting the trees growth and latex production. Genetic 
breeding is seeking clones tailored for these escape new areas, but as the rubber tree breeding 
cycle may take approximately 30 years to materialize, it has become necessary to develop 
precocious evaluation techniques, which may reduce and optimize crops assessments. 
In this context, this work presents the first genetic map for a F1 segregating population 
derived from a cross between the clones GT1, wind and cold tolerant, and RRIM701, which 
presents high productivity. For the construction of the map, we developed 143 SNPs (Single 
Nucleotide Polymorphisms) markers, from genomic sequencing data, of which 29 displayed 
polymorphism for the mapping population. We also genotyped other SNPs and microsatellite 
markers, previously described in the literature. The genetic map contains 337 markers, of 
which 100 were genotyped in this work. The software OneMap was used to construct the map 
that has 2250.7 cM in length and 19 linkage groups.  
The SNP markers developed in this work are extremely useful tools for genetic 
improvement through marker-assisted selection and genomic selection, in addition to 
enriching the construction of other genetic maps. The genetic map developed represents an 
advance for the genetic improvement of the rubber tree, for being an important tool that helps 
identifying with greater precision QTL (Quantitative Trait Loci) related to traits of economic 
importance and also to allow a better understanding of genetics architecture of the species. 
Keywords: genetic map, rubber tree, SNPs, microsatellites. 
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ORGANIZAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 
O presente trabalho está apresentado no formato de capítulos e as diferentes etapas 
desenvolvidas são apresentadas no formato de artigos científicos. 
Inicialmente será apresentada uma Introdução geral do assunto abordado nesta 
dissertação. Em seguida, uma Revisão Bibliográfica referente aos aspectos mais relevantes 
do presente estudo, tais como alguns detalhes sobre o gênero Hevea, o contexto da 
heveicultura no Brasil, a importância do uso de marcadores moleculares e a construção de 
mapas genéticos. Será também discutido o uso do mapa genético como estratégia para a 
obtenção de informações a respeito da estrutura do genoma e da genética da seringueira para o 
melhoramento genético da cultura. Posteriormente, são descritos os Objetivos gerais e 
específicos do trabalho. 
O Capítulo I apresenta o artigo “Development of single nucleotide polymorphism 
markers in the large and complex rubber tree genome using next-generation sequence data”, 
publicado na revista Molecular Breeding. Neste estudo, realizado a partir de colaboração com 
vários pesquisadores, foram sequenciadas porções reduzidas do DNA genômico dos clones 
GT1 e RRIM701 de H. brasiliensis. Foram geradas 10.993.648 short reads, resultando em 
10.071 contigs (N50 = 3.078) obtidos pela montagem de novo. Fo selecionado um total de 
143 SNPs putativos para validação em oito genótipos de H. brasiliensis e 15 plantas F1 
oriundas da população de mapeamento resultante do cruzamento entre os genitores PB217 x 
PR255. Anotações de genes estavam disponíveis para 58,7% dos marcadores, tendo sido 
encontrados genes candidatos responsáveis por mecanismos de defesa.  
O Capítulo II apresenta o artigo “Construção de um mapa genético em seringueira 
(Hevea brasiliensis) com marcadores microssatélites e SNPs”, no qual descreve-se a 
construção do mapa genético-molecular da população de mapeamento proveniente do 
cruzamento GT1 x RRIM701, por meio de marcadores SNPs obtidos a partir de dados do 
sequenciamento genômico de H. brasiliensis (apresentados no Capítulo I), bem como de 
outros marcadores SNPs e microssatélites, já descritos na literatura. Em seguida são 
apresentadas as Conclusões e Perspectivas. 
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1. Introdução  
A descrição de Hevea guianensis Aublet pelo botânico francês Fusée Aublet, em 
1775, marca o início da literatura científica sobre o gênero Hevea (PRIYADARSHAN et al., 
2009). Pertencente à família Euphorbiaceae, o gênero inclui 11 espécies intercruzáveis, das 
quais Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss.) Muell. Arg., destaca-se por ser a maior 
fonte de borracha natural no mundo. A borracha é matéria-prima estratégica para a 
manufatura de mais de 40.000 produtos, incluindo cerca de 400 dispositivos médicos, além da 
sua importância fundamental na indústria pneumática (MOOIBROEK; CORNISH, 2000; 
PRABHAKARAN, 2010). Tamanha versatilidade e uso se dão em virtude de a sua estrutura 
físico-química lhe conferir elevada resiliência, elasticidade, resistência à abrasão e ao 
impacto, maior resistência à ruptura e menor aquecimento interno por esforço mecânico, 
características que não podem ser obtidas facilmente em polímeros produzidos artificialmente 
a partir de combustíveis fósseis (GASPAROTTO; PEREIRA, 2012). 
O gênero Hevea é um grupo taxonômico bem definido e de fácil reconhecimento, 
diferentemente de suas espécies que são dificilmente separáveis umas das outras (PIRES et 
al., 2002). Não existem barreiras de reprodução entre as espécies, podendo-se dizer que elas 
se tratam de espécies “incipientes”. A falta de clareza nas definições para esse gênero também 
pode ser observada na definição de sua origem ancestral.  Estudos citogenéticosapontam que a 
seringueira seria um anfidiploide (2n=4x=36) que se estabilizou durante o curso da evolução 
(RAMAER, 1935). Embora algumas observações possam sugerir a origem a partir de duas 
espécies ancestrais com 2n=18, nenhum ancestral diploide foi encontrado e as observações 
feitas com marcadores moleculares revelam que Hevea comporta-se como um diploide 
2n=2x=36 (LESPINASSE et al., 2000a).  
O centro primário de diversidade genética do gênero Hevea é o Rio Negro, na 
confluência com o Rio Amazonas; já o centro secundário abrange uma vasta área nas 
proximidades do município de Borba, no baixo Rio Madeira. Ao redor do centro de origem, 
espécies de Hevea ocorrem naturalmente na Bolívia, Brasil, Colômbia, Guiana Francesa, 
Guiana, Peru, Suriname e Venezuela. Apesar de a região amazônica oferecer ótimas 
condições climáticas para o cultivo de seringueira, esta é a área de ocorrência do fungo 
Microcyclus ulei, causador do “mal-das-folhas”, principal doença da cultura, diminuindo e 
limitando a produção de látex nestas regiões (PUSHPARAJAH, 2001).O controle desta 
doença tem sido realizado através de plantios em áreas de escape, ou seja, regiões que 
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apresentam condições desfavoráveis ao M. ulei, como, por exemplo, a região sudeste no 
Brasil. Entretanto, além das novas condições de desenvolvimento da cultura, essas novas 
áreas propiciam condições de estresse, como baixas temperaturas, altitude elevada, vento e 
outras pragas (PUSHPARAJAH, 1983). Deste modo, o melhoramento genético vem buscando 
clones adaptados a essas novas áreas de escape (PRIYADARSHAN; GONÇALVES, 2003).  
Como o ciclo de melhoramento genético da seringueira leva de 20 a 30 anos para se 
concretizar, tem-se a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas de avaliação precoce, 
que possibilitem diminuir e otimizar as avaliações para a cultura, para a obtenção de um 
aumento na produção e de outros caracteres desejáveis. O melhoramento genético tem 
buscado na biotecnologia e nas técnicas de biologia molecular maior eficiência e rapidez na 
obtenção de novos cultivares. Deste modo, os marcadores moleculares vêm como ferramentas 
altamente poderosas para auxiliar os programas de melhoramento, uma vez que podem ser 
usados na discriminação de acessos duplicados em bancos de germoplasma, no estudo de 
diversidade genética do material pertencente a estes bancos, na caracterização de variedades 
comerciais, na construção de mapas genéticos e na identificação de genes de interesse 
econômico (KUMAR, 1999). 
A construção de mapas genéticos de ligação torna-se uma ferramenta fundamental 
para estudos genéticos, como estudos de arquitetura e evolução genômicas; rearranjos 
genéticos intra- e interespecíficos, dentro e entre cromossomos; anotação e clonagem de genes 
e, mapeamento de QTLs em várias espécies (ALWALA et al., 2008; BALL et al., 2010). 
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de marcadores 
moleculares do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphisms), a partir de sequências 
genômicas, e a genotipagem de marcadores microssatélites e SNPs, já descritos na literatura, 
para a construção de um mapa genético de ligação em uma população proveniente do 
cruzamento entre os clones GT1 e RRIM701.  
O presente trabalho teve como colaboradores o Centro de Seringueira do Instituto 
Agronômico de Campinas (IAC), o Departamento de Genética da ESALQ/USP, a Unidade de 
Pesquisa Amélioration Génétique et Adaptation des Plantes do CIRAD (Centre de 
Coopération Internationale em Recherche Agronomique) em Montpellier/França. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1.O gênero Hevea 
A descrição de Hevea guianensis Aublet, pelo botânico francês Fusée Aublet, em 
1775, marca o início da literatura científica sobre o gênero Hevea (PRIYADARSHAN; 
GONÇALVES; OMOKHAFE, 2009). Pertencente à família Euphorbiaceae, o gênero inclui 
11 espécies intercruzáveis: H. benthamiana Muell. Arg., H. brasiliensis (Wild. ex. A. Juss.) 
Muell. Arg., H. camargoana Pires, H. camporum Ducke, H. guianensis Aub., H. microphylla 
Ule, H. nitida Mart. ex Muell. Arg., H. paludosa Ule, H. pauciflora (Spr. ex. Bth.) Muell. 
Arg., H. rigidifolia (Spr. ex. Bth.) Muell. Arg. e H. spruceana (Bth.) Muell. Arg (PIRES et 
al., 2002; GONÇALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990). Todas as espécies ocorrem no 
Brasil exceto H. microphylla Ule (PRIYADARSHAN; GONÇALVES, 2003). O centro 
primário de diversidade genética do gênero encontra-se no Rio Negro, na confluência com o 
Rio Amazonas; sendo nas proximidades do município de Borba, no baixo Rio Madeira, o 
centro secundário de diversidade genética (WYCHERLEY, 1977). Hevea ocorre naturalmente 
no Brasil, Bolívia, Colômbia, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela 
(PRIYADARSHAN; CLEMENT-DEMANGE, 2004).  
O gênero pertence à classe das dicotiledôneas monoicas, possuindo flores 
unissexuadas, amarelas, apétalas e dispostas em racimo. A polinização é anemófila, pela ação 
do vento, e também entomófila, sendo os insetos da família Ceratopogonidae (Heleidae) os 
principais responsáveis pela polinização natural percorrendo curtas distâncias para 
polinização cruzada (IPEF, 2007). As folhas são longamente pecioladas, sendo repartidas em 
três folíolos. Os frutos apresentam-se em forma de uma grande cápsula trilocular, muito leve, 
contendo geralmente três sementes (PAIVA, 1992). A deiscência explosiva de quase todos os 
frutos faz parte dos mecanismos de dispersão e, como as seringueiras preferem solos 
encharcados, parte do transporte das sementes é feito pela água (PIRES et al., 2002). 
As espécies apresentam grande variabilidade morfológica, com uma grande amplitude 
de ambientes ecológicos, variando de florestas altas a florestas arbustivas, podendo atingir 50 
metros de altura e 1 a 1,5 metro de diâmetro, como H. guianensis e H. brasiliensis 
(SCHULTES, 1970). Foi observado em alguns indivíduos das espécies de H. nitida e H. 
pauciflora, quando adaptados a terrenos muito pobres, apresentam-se como indivíduos anões, 
não chegando a ultrapassar 4 metros de altura; tais variações ecológicas, no geral, têm origem 
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genética e tendem a persistir nas plantas que são introduzidas em culturas, fora do seu 
ambiente natural (PIRES et al., 2002). 
O gênero Hevea é um grupo taxonômico bem definido e de fácil reconhecimento, 
diferentemente de suas espécies que são dificilmente separáveis umas das outras (PIRES et 
al., 2002). Devido à sobreposição geográfica das espécies em sua área natural de ocorrência, a 
hibridização é frequente devido à falta de barreiras reprodutivas entre as espécies, podendo-se 
dizer que elas se tratam de espécies “incipientes”, que ainda estão em processo de especiação 
(PIRES et al., 2002; GONÇALVES; FONTES, 2012).  
Hevea é um gênero diploide (2n=2x=36), todavia estudos citogenéticos mostram a 
falta de clareza na definição de sua origem ancestral. Heusser (1919) foi o primeiro a estudar 
a citologia de H. brasiliensis, determinando um número 2n=16 cromossomos. Anos mais 
tarde, Bangham (1931) observou 2n=34 cromossomos em H. brasiliensis, H. guianensis e H. 
spruceana. Ramaer (1935), estudando a citologia do gênero em detalhes, observou o número 
de 2n=36 cromossomos. Em seu estudo, Ramaer também observou a formação de 
tetravalentes durante a meiose, evento posteriormente encontrado por Bouharmont (1960) e 
Ong (1975, 1980), levando à hipótese de que o gênero seria um alopoliploide segmental, com 
número básico de cromossomos de x=9. Estudos realizados por Perry et al. (1943), Paddock 
(1943), Mendes (1946) e Ross (1959) também encontraram o número 2n=36 cromossomos, 
mostrando concordância com o trabalho de Ramaer (1935). 
O último estudo citogenético para o gênero foi conduzido dezoito anos mais tarde por 
Leitch et al. (1998), no qual a partir da metodologia de hibridação in situ, foram identificados 
dois loci de DNAr 18S-25S e um locus de DNAr 5S, sugerindo a perda de um loco 5S durante 
o curso da evolução, fortalecendo a hipótese de que a seringueira seria um anfidiploide 
(2n=4x=36) que se estabilizou durante o curso da evolução (ONG, 1975; PRIYADARSHAN; 
CLEMENT-DEMANGE, 2004). Análises com marcadores moleculares demonstram que 
Hevea se comporta como um diploide, todavia alguns estudos têm corroborado com a 
hipótese de uma origem anfidiploide para o gênero ao observar o número de fragmentos que 
hibridizam através de marcadores moleculares do tipo RFLP e microssatélites. Lespinasse et 
al. (2000a) encontraram 26 marcadores RFLPs em H. brasiliensis apresentando mais de um 
loci, observados em até três tipos de situações diferentes: (a) loci duplicados em dois grupos 
de ligação diferentes de um mesmo mapa parental, (b) loci duplicados em grupos de ligação 
não-homólogos, sendo um em cada mapa e (c) loci duplicados no mesmo grupo de ligação do 
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mesmo parental. Mantello et al. (2012) observaram a duplicação de loci microssatélites em H. 
brasiliensis, H. guianensis e H. pauciflora, sendo o primeiro a observar duplicações em H. 
benthamiana, H. camargoana e H. nitida. Silva et al. (2014) encontraram nove genótipos de 
H. brasiliensis que apresentavam duplicações para o marcador EHBc-103 e quinze genótipos 
que apresentavam duplicações para o marcador EHBp-27. Tais marcadores, derivados de 
sequências EST, mostraram semelhanças com proteínas mapeadas em cromossomos 
diferentes em Glycine max, um tetraplóide diploidizado. Embora estas observações possam 
sugerir uma origem a partir de duas espécies ancestrais, nenhum ancestral diploide com 
2n=18 foi encontrado (LESPINASSE et al., 2000a). 
 
2.2.O contexto da heveicultura no Brasil 
A grande importância do gênero Hevea decorre da influência que a borracha veio a 
exercer sobre a civilização humana, chegando a caracterizar o “Ciclo da Borracha”, logo após 
o descobrimento da América (PIRES et al., 2002). São conhecidas, aproximadamente, mais de 
2.500 espécies capazes de sintetizar borracha, mas poucas espécies, tais como Hevea 
brasiliensis, Parthenium argentatu e Taraxacum koksaghyz produzem borracha natural de alta 
qualidade. Dentre todas as espécies que produzem látex, somente a seringueira, H. 
brasiliensis, é capaz de produzir borracha natural em quantidade capaz de suprir as 
necessidades do mercado (METCALFE, 1967; FAY, JACOB, 1989). 
A borracha natural é matéria-prima estratégica para a manufatura de mais de 40.000 
produtos, incluindo cerca de 400 dispositivos médicos, além da sua importância fundamental 
para a indústria pneumática (MOOIBROEK; CORNISH, 2000; PRABHAKARAN, 2010). 
Tamanha versatilidade e uso se dão em virtude de a sua estrutura físico-química lhe conferir 
elevada resiliência, elasticidade, resistência à abrasão e ao impacto, maior resistência à 
ruptura e menor aquecimento interno por esforço mecânico, características que não podem ser 
obtidas facilmente em polímeros produzidos artificialmente a partir de combustíveis fósseis 
(GASPAROTTO; PEREIRA, 2012). Há uma grande variação inter- e intraespecífica entre as 
espécies de Hevea quanto à produção de látex e isso tem sido usado vantajosamente nas 
técnicas de seleção de clones em heveicultura (PIRES et al., 2002). 
A heveicultura também apresenta grande importância socioeconômica e ambiental. A 
cultura agrega mão-de-obra com capacidade de geração de trabalho permanente, uma vez que 
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a extração do látex da seringueira não é mecanizada (SOUZA, 2007). Em termos ambientais, 
a heveicultura apresenta-se como uma alternativa agrícola sustentável, atendendo demandas 
impostas pelo cenário global: as espécies utilizadas são plantas perenes, pouco exigentes em 
fertilidade do solo, promovem e oferecem grande cobertura vegetal, atuando com grande 
eficiência no sequestro e estoque de carbono (SECCO, 2008). Quando a produtividade de 
látex não é mais economicamente viável, as árvores ainda podem ser utilizadas como fonte de 
madeira devido a sua coloração clara e excelentes propriedades físicas, tornando seu uso 
adequado para pisos e móveis domésticos (NIRAPATHPONGPORN et al., 2016). 
O Brasil já foi o principal produtor e exportador mundial de borracha natural no início 
do século XX. Atualmente é um grande importador dessa matéria, comprando de outros 
países cerca de 70% do seu consumo interno (CONAB, 2014). De acordo com dados do 
International Rubber Study Group (IRSG, 2014), a produção mundial de borracha natural 
atingiu 12,04 milhões de toneladas, das quais o Brasil contribuiu apenas com 173 mil 
toneladas (1,5%), sendo São Paulo o maior estado produtor, colaborando com 53,2%. Em 
2014, o consumo nacional foi de 395 mil toneladas, ou seja, importou-se 56% da borracha 
consumida no país, e as projeções de consumo para o Brasil, em 2030, ultrapassam a marca de 
um milhão de toneladas (CORTEZ, 2005). Os maiores produtores mundiais de borracha 
natural são os países asiáticos, principalmente a Tailândia, Indonésia, Vietnã e Malásia; na 
sequência, encontram-se o continente africano e países da América Latina. 
Os principais desafios associados à produção de borracha a partir de H. brasiliensis 
são: (1) os clones de seringueira utilizados para exploração comercial no sudeste asiático têm 
base genética restrita, originada de poucas sementes coletadas pelo Dr. Henry Wickham (em 
1876) em um único local no Brasil (POLHAMUS, 1962; BAULKWILL, 1989) e (2) H. 
brasiliensis é muito sensível ao patógeno Microcyclus ulei, conhecido como “mal-das-
folhas”, “queima-das-folhas” ou SALB (South American leaf bligtht). Considerado endêmico 
nas florestas amazônicas e epidêmico em plantações monoespecíficas (PRIYADARSHAN et 
al., 2009), o fungo causa a queda prematura de folhas, podendo levar as plantas à morte. 
Embora a Bacia Amazônica ofereça ótimas condições climáticas para o desenvolvimento da 
cultura, a ocorrência de SALB limita a produção de borracha nessa região (PUSHPARAJAH, 
2001).  
O controle do “mal-das-folhas” tem sido realizado através de plantios em áreas de 
escape, ou seja, regiões que apresentam condições desfavoráveis ao M. ulei. Entre os locais 
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proeminentes dessa expansão encontra-se o norte da Índia, Vietnã, sul da China e o sudeste do 
Brasil. Entretanto, além das novas condições de desenvolvimento da cultura, essas novas 
áreas propiciam condições de estresse como baixas temperaturas, altitude elevada, vento e 
doenças (PUSHPARAJAH, 1983), influenciando negativamente na produção de borracha. 
Deste modo, programas de melhoramento genético vêm buscando clones de H. brasiliensis 
que possuem elevada produtividade e tolerância às condições de estresse impostas pelas áreas 
de escape (PRIYADARSHAN; GONÇALVES, 2003). Neste contexto, é necessário o uso de 
técnicas de avaliação precoce que possibilitem diminuir e aperfeiçoar as avaliações para a 
cultura. Assim, as técnicas de biologia molecular podem possibilitar a diminuição e 
otimização das avaliações para essa cultura, auxiliando na obtenção de novos cultivares de 
maneira mais rápida e eficiente. 
 
2.3.Uso de marcadores moleculares e construção de mapas genéticos com ênfase em 
seringueira 
2.3.1. Marcadores moleculares 
Marcadores moleculares podem ser definidos como sítios ou regiões de DNA que 
permitem a distinção de variações alélicas dentro do genoma de indivíduos da mesma espécie 
e entre espécies (BORÉM; SANTOS, 2004). As causas da variação genética entre os 
indivíduos são atribuídas às recombinações gênicas durante a meiose e pelas mutações. 
As metodologias utilizadas para identificar os tipos de marcadores moleculares 
dividem-se em dois grupos: hibridização ou amplificação de DNA (MILACH, 1998). Os 
marcadores identificados por hibridização mais conhecidos são os RFLPs (Restriction 
Fragment Lenght Polymorphisms) (BOTSTEIN et al. 1980), minissatélites (JEFFREYS et al., 
1985) e DArT (Diversity Array Technology) (JACCOUD et al., 2001). Com o advento da 
metodologia de amplificação de DNA via reação em cadeia da polimerase, ou PCR 
(Polimerase Chain Reaction), diversos marcadores moleculares foram desenvolvidos, sendo 
os mais conhecidos: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 
1990), AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms) (VOS et al., 1995), 
microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) 
(ZIETKIEWICZ et al., 1994), e SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) (RAFALSKY, 
2002). 
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Vários sistemas de marcadores já foram utilizados no gênero Hevea para análises 
genéticas, como por exemplo, os minissatélites (BESSE et al., 1993a), RFLPs (BESSE et al., 
1993b), mtDNA RFLPs (LUO et al., 1995), RAPDs (VENKATACHALAM et al., 2001), 
AFLPs (LESPINASSE et al., 2000a), SSRs (LOW et al., 1996), EST-SSR (FENG et al., 
2009) e SNPs (POOTAKHAM et al., 2011), dos quais se destacam os microssatélites e os 
SNPs. Os SSRs são caracterizados por possuírem sequências de 2-6 pares de bases de 
comprimento, denominados de motivos, repetidos em tandem. Os microssatélites apresentam 
alto nível de polimorfismo, codominância, elevada heterozigosidade e padrão de herança 
mendeliana. O polimorfismo observado nestes marcadores é resultado da variação no número 
de repetições dos motivos, originados por inserções ou deleções, ocasionados por 
deslizamento de sequências (slippage) ou crossing-over desigual no processo de replicação 
(LEVINSON; GUTMAN, 1987). 
Os marcadores microssatélites podem ser subdivididos em duas categorias segundo a 
sua origem: (1) microssatélites genômicos (SSRs), desenvolvidos a partir de bibliotecas 
genômicas, podendo pertencer a qualquer região do genoma, transcrita ou não; e (2) 
microssatélites de sequências expressas (EST-SSRs), desenvolvidos a partir de bibliotecas de 
cDNA, caracterizadas por geralmente possuírem funções putativas de genes. Os marcadores 
EST-SSRs apresentam nível de polimorfismo inferior que os microssatélites genômicos por 
sofrerem maior pressão de seleção contra mutações nas regiões expressas, entretanto possuem 
maiores taxas de transferibilidade entre as espécies (VARSHNEY et al. 2005a; VARSHNEY 
et al. 2005b; FENG et al. 2009). Os EST-SSRs têm despertado o interesse dos programas de 
melhoramento por permitir estudos de associação genótipo-fenótipo e identificação de genes 
candidatos (CHOI et al., 2007; STEIN et al., 2007; SRINIVAS et al., 2008), sendo uma 
estratégia simples para o estudo da porção expressa do genoma mesmo em organismos com 
genomas grandes e complexos (STERKY, LUNDEBERG, 2000; VARSHNEY et al., 2005a).  
Low et al. (1996) desenvolveram os primeiros marcadores microssatélites para o 
gênero Hevea. Através da análise desses marcadores, os autores encontraram elevado nível de 
polimorfismo em H. brasiliensis e alta taxa de transferibilidade desses marcadores para H. 
pauciflora, H. guinensis, H. camargoana e H. benthamiana. Pesquisas seguintes se basearam 
na construção de bibliotecas enriquecidas em sequências repetitivas, levando à identificação 
de um grande número de marcadores microssatélites (ATAN et al., 1996; ROY et al., 2004; 
SOUZA et al., 2009; LE GUEN et al., 2011b; MANTELLO et al., 2012). Yu et al. (2011) 
desenvolveram marcadores SSRs através de uma biblioteca genômica construída pelo método 
22 
 
SAM (Selectively Amplified Microsatellite), que gera fingerprints de SSR multi-loco no qual 
as bandas obtidas são sequenciadas para a detecção de regiões microssatélite. Os autores 
verificaram a transferibilidade desses marcadores em quatro espécies do gênero Hevea (H. 
spruceana, H. nitida, H. benthamiana e H. pauciflora) e três espécies da família 
Euphorbiaceae (Ricinus communis, Manihot utilissima e Phyllanthus emblica). 
Feng et al. (2009) desenvolveram os primeiros marcadores EST-SSRs para seringueira 
a partir de bancos de dados de domínio público. Após a publicação deste trabalho, novos 
marcadores EST-SSRs para seringueira foram desenvolvidos apenas a partir de 2012 (LI et 
al., 2012; CUBRY et al., 2014; SILVA, 2014), provavelmente devido ao número limitado de 
sequências EST disponíveis nesse período. 
Os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) estão começando a ser 
largamente utilizados em estudos no gênero Hevea. Os SNPs são variações pontuais no DNA, 
apresentando-se abundantes e dispersos no genoma (BROOKES, 1999). Este marcador é 
geralmente bi-alélico, ocorrendo em uma frequência alélica mínima de 1% numa dada 
população. Estas variações surgem por mutação, podendo ocorrer em regiões codificadoras ou 
não codificadoras nos genomas, e são herdadas como variantes alélicas, podendo ou não gerar 
diferenças fenotípicas (HAYASHI et al., 2004). Em regiões codificadoras, quando resultam 
em uma substituição de aminoácido na sequência proteica são denominados não sinônimos, 
podendo a substituição ser conservativa ou não conservativa em função dos aminoácidos 
envolvidos na troca. Nesses casos podem ocorrer modificações estruturais e funcionais na 
proteína. Quando essas substituições não alteram o aminoácido formado, elas são ditas 
sinônimas. Embora SNPs sinônimos não alterem a sequência proteica, eles podem modificar a 
estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro (KWOK, 1999).  
Em regiões não codificadoras podemos encontrar sequências curtas e específicas de 
DNA destinadas à ligação de fatores de transcrição FTs. Os FTs são proteínas que podem 
ativar ou reprimir a transcrição de genes através de sua ligação a estas sequências específicas 
de DNA na região cis-reguladora destes genes (CHEN; RAJEWSKY, 2007). Essas interações 
específicas entre os fatores de transcrição e seus sítios de ligação no DNA, ou seja, as 
sequências de regulação cis, desempenham um papel central na regulação de diversos 
processos biológicos, como o desenvolvimento, crescimento, divisão celular e respostas a 
estímulos ambientais (MOCHIDA et al., 2011). Assim, a presença de um SNP na região de 
ligação de fatores de transcrição, modificando a sequência de DNA, pode alterar a afinidade 
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de ligação entre o FT e sua região, podendo resultar na alteração do nível de expressão do 
gene (HUDSON, 2003). 
Os marcadores SNPs são a forma mais frequente de polimorfismo entre alelos 
observada no genoma (COLLINS et al., 1998), sendo assim ferramentas úteis para a 
construção e saturação de mapas genéticos, identificação de loci que controlam características 
quantitativas de importância econômica e também na análise e caracterização da diversidade 
genética possibilitando o uso consciente dos recursos naturais (RAFALSKI, 2002). 
Pootakham et al. (2011) desenvolveram os primeiros marcadores SNPs para seringueira, 
validando dez marcadores bialélicos. Ao realizar o primeiro estudo do transcriptoma de H. 
brasiliensis cobrindo uma vasta gama de tecidos e órgãos, Salgado et al. (2014) detectaram 
172 SNPs polimórficos entre 23 genótipos de três espécies do gênero Hevea de diferentes 
programas de melhoramento.  
Neste mesmo ano, Mantello et al. (2014) montaram e caracterizaram um transcriptoma 
de painel, tecido onde se localizam os vasos laticíferos, estes responsáveis por produzir e 
estocar látex. A partir do transcriptoma, montado pelo método de novo, um total de 78 SNPs, 
em 25 contigs, foram validados em vias de síntese de látex. Destes 25 contigs, 9 foram 
anotados à via do mevalonato (MVA) e 14 contigs que foram anotados à via C-metil-deritritol 
4 fosfato (MEP). Este foi o primeiro trabalho a identificar e validar os primeiros marcadores 
SNPs em genes envolvidos nas vias de síntese de látex. Silva et al. (2014) construíram 
bibliotecas de cDNA de diferentes tecidos (painel, látex e folha) e tratamentos (exposição ao 
frio e infecção controlada por M. ulei) de seringueira para desenvolver sequências EST e 
marcadores moleculares gene-direcionados a partir destas sequências. Foram desenvolvidos 
170 marcadores EST-SSRs, dos quais 150 (87%) podem estar associados a genes expressos. 
Os autores também identificaram e validaram 43 SNPs em 13 ESTs similares a proteínas de 
resposta ao estresse, bem como no desenvolvimento e síntese de látex. 
 
2.3.2. Mapeamento genético 
A grande disponibilidade de marcadores moleculares, aliada a procedimentos 
estatísticos, tem permitido a construção de mapas genéticos, para a maioria das espécies 
vegetais de interesse agronômico, até mesmo para aquelas de longo ciclo de vida, como as 
florestais e as frutíferas (CARNEIRO; VIEIRA, 2002).  
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Podendo ser definidos como uma representação gráfica da ordem e das distâncias 
entre locos (marcadores moleculares, genes, etc) nos cromossomos de uma determinada 
espécie, os mapas genéticos de ligação torna-se uma ferramenta fundamental para estudos 
genéticos, como estudos de arquitetura e evolução genômicas; rearranjos genéticos intra- e 
interespecíficos, dentro e entre cromossomos; anotação e clonagem de genes e mapeamento 
de QTLs em várias espécies, uma vez que fornecem pontos de referência ao longo do genoma 
(ALWALA et al., 2008; BALL et al., 2010). Uma aplicação muito importante dos mapas 
genéticos no melhoramento de plantas é o mapeamento de locos que controlam caracteres 
quantitativos ou QTLs (Quantitative Trait Loci). O mapeamento de QTLs pode levar ao 
melhor entendimento da base genética dos caracteres quantitativos bem como da correlação 
entre estes caracteres (FALCONER; MACKAY, 1996). Através da construção de mapas 
genéticos também é possível estudar processos evolutivos do genoma, verificando a 
existência de sintenia entre espécies, rearranjos, duplicações e deleções de segmentos 
cromossômicos.   
Sturtevant, em 1913, desenvolveu o princípio básico para a construção de mapas 
genéticos, o qual utiliza a porcentagem de recombinantes como indicador quantitativo da 
distância entre dois genes. Deste modo, marcadores que possuem uma frequência de 
recombinação maior que 50% podem pertencer a cromossomos diferentes ou estar ligados ao 
mesmo cromossomo, porém muito distantes; de modo contrário, quanto menor a frequência 
de recombinação entre os marcadores, maior a proximidade entre os mesmos. Através de 
funções específicas as frequências de recombinação são transformadas em distâncias 
genéticas. As funções mais utilizadas são a de Haldane (HALDANE, 1919), que admite que a 
ocorrência de permuta se dê de modo independente (ausência de interferência), seguindo uma 
distribuição de Poisson; e a função de Kosambi (KOSAMBI, 1944), que admite a ocorrência 
de permutas próximas como eventos não independentes (presença de interferência).  
Para a construção de um mapa de ligação é necessário se atentar a pontos importantes, 
como a população de mapeamento, a seleção de marcadores polimórficos e a análise de 
ligação entre os marcadores. A população de mapeamento deve ser originada do cruzamento 
entre genitores que possuam características agronomicamente contrastantes entre si.  As 
populações de mapeamento mais utilizadas são as gerações F2, populações de 
retrocruzamentos, linhagens duplo-haploides e RILs (Recombinant Inbred Lines) 
(TANKSLEY, 1993). Contudo, estas populações são originárias de linhagens endogâmicas, 
não podendo ser obtidas em espécies com auto incompatibilidade, depressão endogâmica, ou 
25 
 
longo ciclo de vida. Para possibilitar o mapeamento genético dessas espécies, Grattapaglia & 
Sederoff (1994) propuseram uma estratégia denominada duplo pseudo testcross, na qual são 
construídos dois mapas de ligação individuais, um para cada genitor, com base em uma 
progênie F1 originada a partir de genitores heterozigotos. Contudo, essa abordagem 
impossibilita que os mapas dos dois genitores sejam integrados, pois a construção dos mapas 
é baseada apenas em marcadores com segregação 1:1, ou seja, que apresentam polimorfismo 
em apenas um dos pais.  
A construção de mapas genéticos integrados permite que efeitos genéticos importantes 
para o melhoramento de plantas, como, por exemplo, a dominância e a epistasia aditiva, 
possam ser estimados. Assim, uma estratégia para a construção de mapas integrados foi 
proposta por Wu et al. (2002), na qual é possível estimar a fração de recombinação e a fase de 
ligação de marcadores moleculares em uma população F1 segregante utilizando métodos de 
máxima verossimilhança, permitindo acrescentar marcadores codominantes com segregação 
1:1:1:1, 1:2:1 e 3:1.  
Para a construção de mapas integrados destacam-se o software JoinMap (STAM, 
1993), que se baseia em um LOD modificado em função do teste de chi-quadrado 
independente, permitindo a integração de marcadores de diferentes tipos de segregação e a 
construção de mapas consensos; e mais recentemente foi desenvolvido o software OneMap 
(MARGARIDO; SOUZA; GARCIA, 2007), um programa de código livre que trabalha com 
estimativas de máxima verossimilhança através de cadeias ocultas de Markov (MOLLINARI 
et al., 2009). O software OneMap é capaz de estimar a fase de ligação dos marcadores, 
gerando informações importantes para a posterior estimativa dos efeitos genéticos no 
mapeamento de QTLs. 
Lespinasse et al. (2000a) desenvolveram o primeiro mapa genético para Hevea 
brasiliensis a partir de marcadores RFLPs, AFLPs, microssatélites e isoenzimas. Para a 
construção do mapa foram utilizados os genitores PB260 e RO38, um clone suscetível e um 
clone resistente à infecção por M. ulei, respectivamente. Foi utilizada a estratégia do duplo 
pseudo testcross, resultando na construção de mapas individuais para cada genitor. O mapa 
sintético de F1 possui 717 marcas distribuídas entre 18 grupos de ligação, com um tamanho 
médio de 120 cM por cromossomo. Posteriormente, a população de mapeamento resultante do 
cruzamento e os mapas construídos foram utilizados para a detecção de QTLs de resistência a 
SALB, no qual oito QTLs para tolerância foram identificados (LESPINASSE et al., 2000b) e 
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um grande QTL (M13-lbn) responsável por 36 a 89% da variância fenotípica para resistência 
foi localizado no LG13 do mapa de RO38 (LE GUEN et al., 2003). 
Onze anos depois, mais dois mapas genéticos foram construídos para seringueira 
utilizando a mesma estratégia do duplo pseudo testcross. Le Guen et al. (2011a) 
desenvolveram um mapa genético para uma população resultante do cruzamento entre os 
clones PB260 e MDF180, clones suscetível e resistente a M. ulei, respectivamente, com o 
objetivo de mapear QTLs para resistência ao fungo. O mapa foi construído com 110 
microssatélites, 1 sequence target site (STS) e 2 AFLPs, distribuídos em 18 grupos de ligação, 
com tamanho total de 2.442 cM. Le Guen et al. (2011a) encontraram em MDF 180 um gene 
qualitativo (M15md), localizado no LG15, e quatro QTLs menores, sendo que dois deles 
apresentaram interação epistática com o gene. No mesmo ano, Triwitayakorn et al. (2011) 
desenvolveram um mapa genético para uma população resultante do cruzamento entre os 
clones RRIM600 e RRII105. O mapa foi construído com 97 microssatélites que foram 
distribuídos em 23 grupos de ligação, excedendo o número haploide de grupos de ligação 
esperado para a espécie (n=18), e comprimento total de 842,9 cM. Como Triwitayakorn et al. 
(2011) utilizaram marcadores microssatélites também utilizados por Le Guen et al. (2011a), 
foram encontrados grupos de homologia, sugerindo que uma maior saturação deste mapa 
poderá unir os grupos de ligação que estão separados. 
Souza et al. (2013) construíram o primeiro mapa genético integrado de uma população 
F1 segregante, resultante do cruzamento entre os clones PB217, que apresenta produtividade 
de látex alta, e PR255, tolerante a lesões e ao frio. Utilizando a estratégia de análise 
multiponto, implementada no software OneMap, que permite a avaliação conjunta de 
diferentes tipos de marcadores com diferentes padrões de segregação, o mapa foi construído 
com 284 marcadores microssatélites e apresentou um comprimento total de 2.668,8 cM 
distribuídos em 23 grupos de ligação. A partir deste mapa, os autores identificaram QTLs 
envolvidos com caracteres de crescimento (altura e circunferência) em dois períodos: inverno 
e verão. Foram detectados 18 QTLs para altura e circunferência, sendo que os QTLs 
detectados durante o verão eram diferentes dos QTLs detectados durante o inverno, sugerindo 
a presença de regulação gênica diferencial entre as estações. No ano seguinte, o mesmo mapa 
foi saturado por Silva (2014) e Mantello (2014), chegando a 383 marcadores (332 
microssatélites e 51 SNPs) distribuídos em 19 grupos de ligação e um comprimento total de 
3.137,6 cM. 
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A partir de SNPs provenientes de dados de RNA-seq para seis variedades de Hevea, 
Shearman et al. (2015) genotiparam um conjunto de SNPs em 149 indivíduos provenientes do 
cruzamento RRIM600 x RRII105. O mapa genético consiste em 12.326 SNPs distribuídos em 
18 grupos de ligação, com uma extensão de 4.160,33 cM. A construção desse mapa de ligação 
permitiu a ancoragem de 24.424 contigs a partir de 3.009 scaffolds, totalizando 115 Mb 
(10,4%) da sequência publicada em 18 grupos de ligação, incluindo, também, 20.143 dos 
69.300 genes previstos para seringueira. Pootakham et al. (2015) construíram um mapa 
genético integrado a partir de marcadores SNPs proveniente de dados de GBS (genotyping-
by-sequencing) para populações oriundas de dois cruzamentos, BPM24 x RRIM600 e BPM24 
x RRIC110, nomeados de população P e C, respectivamente. O mapa para a população P 
possui 1.668 SNPs distribuídos em 18 grupos de ligação, com uma extensão de 2.041 cM; já o 
mapa para a população C é constituído de 1.540 SNPs distribuídos em 18 grupos de ligação, 
com uma extensão de 1.874 cM. O mapa de ligação combinado entre as duas populações 
consistiu em 2.321 SNPs com um tamanho total de 2.052 cM. 
Nirapathpongporn et al. (2016) publicaram um mapa saturado construído para uma 
população originada do cruzamento RRIM600 x PB217 (PRAPAN, 2006). Marcadores EST-
SSRs relacionados à produção de látex e madeira foram desenvolvidos a partir de bibliotecas 
de hibridização subtrativa por supressão de cDNA de casca e látex oriundos de clones de alto 
e baixo rendimento. Sessenta e nove marcadores EST-SSRs foram integrados no mapa 
genético de referência, resultando em 18 grupos de ligação e com comprimento total de 
2.054,2 cM. 
Diversos estudos relacionados à construção de mapas genéticos para seringueira foram 
desenvolvidos, contribuindo para o conhecimento da estrutura genética dacultura. A partir da 
construção de alguns destes mapas foi possível o mapeamento de QTLs para características 
agronomicamente importantes, como resistência a SALB (LESPINASSE et al., 2000b; LE 
GUEN et al., 2003; LE GUEN et al., 2011a) e caracteres de crescimento, como altura e 
circunferência (SOUZA et al., 2013). Frente à importância e aos desafios da cultura no 
contexto nacional, tem-se a necessidade da construção de mapas genéticos para populações 
derivadas de genitores que apresentem tolerância a estresses abióticos (como vento e frio) e 
elevada produtividade para o futuro mapeamento de QTLs, visando obter culturas adaptadas 
às áreas de escape. 
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3. Objetivos 
 
3.1.Objetivo Geral 
 
Construção de um mapa genético de ligação para uma população de mapeamento 
oriunda do cruzamento entre os clones GT1 e RRIM701 a partir de marcadores moleculares 
do tipo SNPs e microssatélites. 
 
3.2.Objetivos Específicos 
 
 Desenvolver marcadores moleculares SNPs a partir de sequências genômicas de 
Hevea brasiliensis; 
 Genotipar a população de mapeamento com os marcadores SNPs; 
 Genotipar a população de mapeamento com marcadores microssatélites e SNPs, já 
descritos na literatura; 
 Construir um mapa genético de ligação para a população de mapeamento. 
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Resumo 
O gênero Hevea ocorre naturalmente na região amazônica e possui grande importância 
econômica por ser a maior fonte de borracha natural no mundo. Apesar de a região amazônica 
oferecer as melhores condições climáticas para o desenvolvimento e crescimento da cultura, 
esta área é afetada pela ocorrência do fungo Microcyclus ulei. Deste modo, a produção de 
borracha natural só se tornou possível através de plantios em áreas de escape, onde o fungo 
não consegue se desenvolver. Entretanto, estas regiões propiciam condições de estresse para a 
cultura da seringueira, influenciando negativamente na produção de borracha. O 
melhoramento genético vem buscando clones adaptados a estas novas áreas, contudo como o 
ciclo do melhoramento genético da seringueira é longo, o desenvolvimento de ferramentas de 
biologia molecular, como o uso de marcadores moleculares e a construção de mapas 
genéticos, vem como alternativa para diminuir o tempo gasto nas seleções dos clones. 
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo genotipar marcadores do tipo 
SNPs e microssatélites, na população proveniente do cruzamento entre os clones GT1 e 
RRIM701 permitindo a construção de um mapa genético-molecular integrado constituído de 
337 marcadores, distribuídos em 19 grupos de ligação. O comprimento total do mapa é de 
2.250,7 cM com densidade média de um marcador a cada 6,68 cM. O maior grupo de ligação 
(LG10) tem 201,6 cM e o menor grupo de ligação (LG19) tem 22,7 cM. Este mapa genético 
representa um avanço para o programa de melhoramento genético de seringueira por ser uma 
ferramenta que posteriormente auxiliará na identificação de QTLs (Quantitative Trait Loci) 
relacionados a caracteres de importância econômica. 
 
Palavras-chave: Hevea brasiliensis, mapa genético, SNPs, microssatélites. 
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Introdução 
O gênero Hevea ocorre naturalmente na região amazônica e é constituído por 11 
espécies intercruzáveis, das quais a seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss) Muell 
Arg.] possui grande importância econômica por ser a maior fonte de borracha natural no 
mundo. A região amazônica é o centro primário de diversidade genética do gênero, 
oferecendo ótimas condições climáticas para o desenvolvimento e crescimento da cultura, 
porém esta é a área de ocorrência do fungo Microcyclus ulei, conhecido como “mal-das-
folhas” ou SALB (South American leaf bligtht). Considerado endêmico nas florestas 
amazônicas e epidêmico em plantações monoespecíficas (PRIYADARSHAN; 
GONÇALVES; OMOKHAFE, 2009), o fungo causa a queda prematura das folhas, podendo 
levar as plantas à morte. Deste modo, o controle da doença é realizado através de plantios em 
áreas de escape, ou seja, regiões que apresentam condições desfavoráveis ao M. ulei. Entre os 
locais proeminentes dessa expansão encontra-se o norte da Índia, Vietnã, sul da China e o 
sudeste do Brasil. Além das novas condições de desenvolvimento da cultura, as áreas de 
escape propiciam condições de estresse como baixas temperaturas, altitude elevada, vento e 
doenças (PUSHPARAJAH, 1983), influenciando negativamente na produção de borracha. 
Programas de melhoramento genético vêm buscando clones de seringueira que 
possuam elevada produtividade e tolerância às condições de estresse impostas pelas áreas de 
escape (PRIYADARSHAN; GONÇALVES, 2003). Por ser uma árvore perene e de ciclo de 
vida longo, o melhoramento genético de seringueira pode demorar de 20 a 30 anos, sendo 
necessário o desenvolvimento de técnicas de avaliação precoce que possibilitem a diminuição 
e o aperfeiçoamento das avaliações para a cultura. Neste contexto, as técnicas de biologia 
molecular podem possibilitar a diminuição e otimização das avaliações para essa cultura, 
auxiliando na obtenção de novos cultivares. O uso de marcadores moleculares e a construção 
de mapas genéticos é uma estratégia eficiente para auxiliar os programas de melhoramento, 
pois possibilitam a análise de regiões genômicas que podem estar relacionadas com 
características de importância econômica.  
O primeiro mapa genético para H. brasiliensis foi desenvolvido por Lespinasse et al. 
(2000a) utilizando a estratégia de duplo pseudo testcross. A população de mapeamento 
resultante do cruzamento e os mapas construídos foram utilizados para a detecção de QTLs 
(LESPINASSE et al., 2000b; LE GUEN et al., 2003). Onze anos depois, dois mapas genéticos 
foram construídos utilizando a mesma estratégia do duplo pseudo testcross (LE GUEN et al., 
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2011; TRIWITAYAKORN et al., 2011). Souza et al. (2013) construíram o primeiro mapa 
genético integrado, utilizando o software OneMap (MARGARIDO; SOUZA; GARCIA, 
2007), que usa a análise multiponto baseada na cadeia oculta de Markov resultando em um 
mapa genético mais acurado, sendo posteriormente saturado por Silva (2014) e Mantello 
(2014), respectivamente. 
No ano seguinte mais dois mapas de ligação foram construídos, estes constituídos 
somente com marcadores do tipo SNP. Shearman et al. (2015) genotiparam um conjunto de 
SNPs, obtidos a partir de dados de RNA-seq, em 149 indivíduos provenientes do cruzamento 
RRIM600 x RRII105. O mapa genético consiste em 12.326 SNPs distribuídos em 18 grupos 
de ligação, com uma extensão de 4.160,33 cM. Pootakham et al. (2015) construíram um mapa 
genético integrado a partir de marcadores SNPs proveniente de dados de GBS (genotyping-
by-sequencing) para populações oriundas de dois cruzamentos, BPM24 x RRIM600 e BPM24 
x RRIC110, nomeados de população P e C, respectivamente. O mapa de ligação combinado 
entre as duas populações consistiu em 2.321 SNPs distribuídos em 18 grupos de ligação com 
um tamanho total de 2.052 cM. 
Nirapathpongporn et al. (2016) publicaram um mapa saturado construído para uma 
população originada do cruzamento RRIM600 x PB217 (PRAPAN, 2006) com marcadores 
EST-SSRs desenvolvidos a partir de bibliotecas de hibridização subtrativa por supressão de 
cDNA de casca e látex oriundos de clones de alto e baixo rendimento. Sessenta e nove 
marcadores EST-SSRs foram integrados no mapa genético de referência, resultando em 18 
grupos de ligação e com comprimento total de 2.054,2 cM. 
O presente trabalho teve como objetivo a construção de um mapa genético de ligação 
para uma população oriunda do cruzamento GT1 x RRIM701. A população de mapeamento 
foi genotipada com marcadores moleculares do tipo SNPs (SOUZA et al, 2016; SALGADO 
et al., 2014) e, com marcadores microssatélites (FENG et al., 2009; MANTELLO et al., 2012; 
SILVA et al., 2014). O estudo apresenta o primeiro mapa genético de ligação para esta 
progênie, representando um importante avanço para o melhoramento e para estudos genéticos 
na espécie. 
Material e Métodos 
População de mapeamento e extração de DNA 
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A população de mapeamento foi obtida a partir do cruzamento entre os clones GT1, 
macho estéril, que apresenta tolerância ao vento e frio, e RRIM701, que apresenta 
produtividade média a alta. A progênie foi obtida através de polinização aberta entre os 
genitores (GT1 e RRIM701). Cada indivíduo da progênie F1 foi propagado no campo 
experimental por enxertia utilizando o clone GT1 como porta-enxerto. A população de 
mapeamento é composta por 144 indivíduos e foi instalada em 2012, na fazenda APTA/IAC – 
Estação experimental na cidade de Votuporanga, São Paulo, Brasil (20º25'22"S e 49º58'22" 
O, altitude de 525 m), caracterizada por apresentar clima tropical e inverno seco. O 
delineamento experimental foi de blocos aumentados com 4 repetições, utilizando 4 plantas 
por repetição, totalizando uma área de 2,94 hectares.  
A extração do DNA genômico foi realizada de acordo com Souza et al. (2013). O 
DNA de cada genótipo foi quantificado na presença de um padrão de DNA do fago λ em gel 
de agarose 1% e corado com brometo de etídio. As amostras foram estocadas a 4°C. 
Seleção e análise dos marcadores SNPs 
Os SNPs considerados polimórficos entre os genitores da população de mapeamento 
foram selecionados previamente no trabalho de Souza et al. (2016), apresentado no Capítulo I, 
para a genotipagem da população através da plataforma BioMark™ Real-Time PCR System 
(Fluidgm, Inglaterra). Foi utilizado o chip 96.96 Dynamic Array, que permite a genotipagem 
de 96 marcadores SNPs em 96 indivíduos, totalizando um rendimento de 9.216 reações por 
corrida. Além dos marcadores desenvolvidos neste trabalho foi possível incluir marcadores 
desenvolvidos a partir do transcriptoma obtido por Salgado et al. (2014), previamente testados 
quanto ao polimorfismo entre o genitores da população. 
Para a genotipagem dos SNPs no Dynamic Array chip, foi utilizado para a preparação 
do assays KASP, para uma amostra, 1,4 μL do Assay KASP, 5,0 μL do 2X Assay Loading 
Reagent, 3,6 μL de água ultrapura e 2,8 μL do Assay Mix KASP (12 μM para o primer alelo 
especifico forward e 30 μM para o primer reverse). Para a preparação do Sample Pre-Mix + 
Samples (Mix KASP + DNA + tampão), volume para uma amostra, foram utilizados 4,73 μL 
de KASP 2X Reagent Mix (Kbioscience), 0,47 μL de 20X GT Sample Loading Reagent 
(Fluidigm, Inglaterra), 0,3 μL de água ultrapura e 4 μL de DNA (60 ng/μL), totalizando 5,5 
μL. O chip foi carregado e misturado no aparelho IFC Controller HX (Fluidgm, Inglaterra). 
Para a amplificação e leitura dos fragmentos foi utilizado o BioMark™ Real-Time PCR 
System (Fluidigm, Inglaterra), com a seguinte programação: 94°C por 15 minutos; 94°C por 
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10 segundos, 57°C por 10 segundos, 72°C por 10 segundos, 10 ciclos de 94°C por 20 
segundos, 65°C - 57°C por 1 minuto (-0,8°C por ciclo); 26 ciclos de 94°C por 20 segundos, 
57°C por 1 minuto. Os dados foram analisados através do programa BioMark™ SNP 
Genotyping Analysis, versão 2.1.1. 
Genotipagem dos marcadores microssatélites 
Os marcadores microssatélites desenvolvidos por Feng et al. (2009), Silva et al. (2014) 
e Mantello et al. (2012) foram previamente testados quanto ao polimorfismo entre os 
genitores da população de mapeamento, seguindo o protocolo estabelecido pelos autores. Os 
produtos da PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida desnaturante 6% por coloração 
com nitrato de prata (CRESTE et al., 2001) e em gel de poliacrilamida desnaturante 6,5% 
pelo seqüenciador 4300 DNA Analyzer (LI-COR Biosciences, USA). 
Mapa de Ligação 
A construção do mapa de ligação foi realizada utilizando inicialmente 392 
marcadores, dentre os quais 121 foram genotipados no presente trabalho. Inicialmente, para a 
verificação de possíveis distorções na segregação esperada, os locos foram submetidos ao 
teste de aderência do qui-quadrado (χ2) corrigido pelo critério de Bonferroni. O mapa de 
ligação foi construído com o programa OneMap, versão 2.0-4 (MARGARIDO; GARCIA; 
SOUZA, 2007), pacote do software estatístico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010). 
Os grupos de ligação foram determinados através do teste de dois pontos (função 
‘twopts’) entre as marcas. O agrupamento das marcas para os diferentes grupos de ligação foi 
realizado usando como critérios o LOD scorede 5,37 e fração de recombinação de 0,35. O 
ordenamento das marcas foi realizado através da função ‘order.seq’. Após a obtenção dos 
grupos de ligação, um subconjunto de marcas foram excluídas ou reordenadas no mapa 
através da função ‘try.seq’ (MOLINARI et al., 2009), analisando, em paralelo, as matrizes 
gráficas das frações de recombinação e do LOD (heatmaps) para obter a melhor ordenação 
nos respectivos grupos de ligação. Após a ordenação, foi utilizado o algoritmo ‘ripple’ 
(LANDER et al., 1987) para verificar a ocorrência de inversões locais em uma janela que 
incluía cinco marcadores. 
As frequências de recombinação foram convertidas em distância genética 
(centiMorgans) através da função de Kosambi (1944). O mapa final foi desenhado pelo 
programa MapChart, versão 2.3 (VOORRIPS, 2002). 
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Resultados e Discussão 
Genotipagem dos marcadores SNPs 
Foram analisados conjuntamente 29 SNPs desenvolvidos por Souza et al. (2016) e 67 
SNPs desenvolvidos por Salgado et al. (2014). Do total de 96 SNPs genotipados, 82 (85,4%) 
apresentaram bom perfil de leitura e puderam ser classificados corretamente, 5 (5,2%) não 
amplificaram, 6 (6,3%) são monomórficos e 3 (3,1%) apresentaram distorções no padrão de 
segregação e não puderam ser classificados corretamente, sendo descartados das análises. Dos 
82 SNPs genotipados, observou-se que 22 apresentam perfil de segregação 1:2:1 e 60 
apresentam perfil 1:1, como exemplificado na figura 1. Para o loco sHbUNI514, os genitores 
GT1 e RRIM701 são heterozigotos, apresentando o genótipo C:G, em destaque na figura 1a; 
constituindo uma população com 36 indivíduos C:C,  80 indivíduos C:G e 28 indivíduos G:G 
(Figura 1b), representando um marcador de segregação 1:2:1. Para o loco sHbUNI289, os 
genitores GT1 e RRIM701 apresentaram os genótipos C:T e C:C, respectivamente, com a 
população constituída de 71 indivíduos C:T e 72 indivíduos C:C, representando um marcador 
de segregação 1:1. 
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Figura 1: Genotipagem dos loci sHbUNI514 e sHbUNI289, com os genitores, GT1 e 
RRIM701, em destaque (a) e (c) e a população de mapeamento segregante em destaque (b) e 
(d), respectivamente. Cada eixo representa uma diferente fluorescência, sendo cada uma 
específica para um determinado alelo. Genótipos heterozigotos são identificados como pontos 
azuis, e as classes homozigotas como pontos verdes (YY) ou vermelhos (XX). Os pontos em 
laranja são falhas na amplificação e os pontos em preto são as testemunhas negativas, 
compostas apenas por água. 
Os marcadores SNPs que não puderam ser classificados corretamente, apresentando 
distorções na segregação, foram o sHbCIR0079, sHbCIR0265 e sHbCIR0287 (SALGADO et 
al., 2014) – esses dois últimos não publicados. Para o loco sHbCIR0079, os genitores da 
população de mapeamento são heterozigotos com o genótipo A:G (Figura 2a), entretanto a 
população apresentou somente dois genótipos, numa proporção de 109 A:G e 35 G:G, com 
falha na amplificação de um indivíduo (Figura 2b), sendo observada uma segregação 3:1, tal 
segregação observada poderia ser explicada pela presença de um alelo nulo. O SNP 
sHbCIR0079 foi anotado para uma heat shock protein em Ricinus communis (SALGADO et 
al., 2014).  
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Para o loco sHbCIR0265, GT1 e RRIM701 apresentaram os genótipos G:G e A:G, 
respectivamente (Figura 2c). Ao analisarmos a população (Figura 2d), encontramos genótipos 
nas proporções de 75 G:G, 41 A:G e 28A:A, com falha na amplificação de um indivíduo. A 
existência de um grupo de indivíduos com genótipo A:A, visivelmente bem definido e 
delimitado, sugere que o resultado obtido pode ter sido causado pela hibridização do 
marcador em mais de uma região. Ao analisar o loco sHbCIR0287, observamos que os 
genitores GT1 e RRIM701 possuem genótipos T:T e G:G, respectivamente (Figura 2e), sendo 
esperado uma população constituída somente como genótipo G:T. Contudo, visualizamos 75 
indivíduos com genótipo T:T e 68 com genótipo G:T, com falha na amplificação de dois 
indivíduos (Figura 2f), encontrando uma proporção de segregação de 1:1. 
Mantello et al. (2014) foram os primeiros a observar indícios de duplicação de locos 
SNPs em seringueira utilizando a plataforma de genotipagem Sequenom MassARRAY® 
(Sequenom, San Diego, CA), baseada em espectrometria de massa. Souza et al. (2016), ao 
validarem 143 marcadores SNPs em uma população F1, resultante do cruzamento PB217 x 
PR255, encontraram 34 (23,77%) SNPs que fugiam do padrão de segregação esperado, no 
qual os genitores e todos os híbridos eram heterozigotos, não havendo indivíduos 
homozigotos para nenhum dos dois alelos. Segundo os autores, o perfil de segregação teria 
sido causado pela presença de regiões duplicadas no genoma de H. brasiliensis, e tais regiões 
duplicadas poderiam ter passado por mutações independentes ao longo da evolução, 
mantendo, no entanto, a homozigozidade em cada loco duplicado. 
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Figura 2: Genotipagem dos loci com segregações distorcidas, com os genitores em destaque, 
seguido da população de mapeamento também em destaque, respectivamente. Loco 
sHbCIR0079 exemplificado em (a) e (b), sHbCIR0265 em (c) e (d) e, sHbCIR0287 em (e) e 
(f). 
H. brasiliensis é um organismo de origem alotetraploide, mas que se comporta como 
um diploide (LESPINASSE et al., 2000a), deste modo, ao analisar estes SNPs que apresentam 
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perfis de segregação distorcidos, acredita-se que tais marcadores amplificaram regiões 
duplicadas no genoma ou dois membros diferentes de uma mesma família gênica e, dessa 
forma, detectamos na genotipagem um polimorfismo entre as cópias. 
Genotipagem dos marcadores EST-SSRs 
Foram realizados testes de polimorfismo entre os genitores da população com 119 
marcadores EST-SSRs desenvolvidos por Feng et al. (2009). Um total de 92 (77,3%) EST-
SSRs apresentaram-se polimórficos entre os genitores, dos quais 25 foram genotipados neste 
trabalho. Também foram genotipados 11 EST-SSRs desenvolvidos por Silva et al. (2014) e 6 
SSRs desenvolvidos por Mantello et al. (2012). 
Dentre os microssatélites genotipados na população de mapeamento, destacamos o 
marcador HB190 (MANTELLO et al., 2012) que hibridizou em duas regiões e, deste modo, 
foi renomeado para HB190A (145-175pb) e HB190B (175-200pb) (Figura 3). Estudos 
anteriores em seringueira também observaram loci duplicados através de marcadores do tipo 
RFLP (LESPINASSE et al., 2000), SSR (SOUZA et al., 2009; MANTELLO et al. 2012) e 
EST-SSR (SILVA et al., 2014) em H. brasiliensis, H. guianensis, H. rigidifolia e H. 
pauciflora.  
 
Figura 3: Genotipagem da população com o primer HB190. Os indivíduos 1, 2 e 3 
correspondem aos clones GT1, RRIM701 e PB235, respectivamente, seguidos por alguns 
indivíduos pertencentes à população oriunda do cruzamento GT1 x RRIM701. 
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A duplicação deste loco, associada ao polimorfismo encontrado, além de conferir 
características únicas, pode ser um marcador útil para investigação evolutiva, seja no contexto 
de melhoramento de plantas, ecologia, ou biodiversidade. 
Mapa de ligação 
No total foram analisados 392 marcadores (238 microssatélites e 154 SNPs) e através 
do teste de aderência do qui-quadrado (χ2) para avaliar a distorção de segregação, 141 (36%) 
marcadores apresentaram segregação 1:1:1:1, 84 (21,4%) apresentaram 1:2:1, 145 (37%) 
apresentaram 1:1 e 22 (5,6 %) apresentaram distorção no padrão de segregação mendeliano. 
Do total de 22 marcadores com distorção no padrão de segregação, apenas 6 loci foram 
distribuídos ao longo dos LGs sem distorcê-los, sendo, portanto, mantidos no mapa.  
O mapa genético contém 337 marcadores atribuídos a 19 grupos de ligação totalizando 
2.250,7 cM. O comprimento de cada grupo variou de 22,7 cM (LG19) a 201,6 cM (LG10) 
(Tabela 1). Os grupos de ligação foram organizados de acordo com Lespinasse et al. (2000a) e 
Souza et al. (2013), com os grupos de ligação 2, 12 e 18 sendo divididos em subgrupos "a" e 
"b" (Figura 5). Ao observar a extensão dos mapas construídos anteriormente, verificamos que 
o comprimento do mapa desenvolvido no presente trabalho é próximo à maioria dos mapas 
construídos para o gênero (LESPINASSE et al., 2000a; LE GUEN ET AL., 2011a; SOUZA et 
al., 2013; POOTAKHAM et al., 2015; NIRAPATHPONGPORN et al., 2016). 
Tabela 1: Distribuição dos marcadores entre os grupos de ligação. 
Grupo de ligação N° de marcadores Comprimento (cM) Densidade 
1 25 139,9 5,60 
2a 21 122,5 5,83 
2b 2 5,8 2,90 
3 17 107,9 6,35 
4 11 101,2 9,20 
5 17 154,7 9,10 
6 24 121,2 5,05 
7 17 119,3 7,02 
8 18 109,8 6,10 
9 17 114,0 6,71 
10 47 201,6 4,29 
11 17 126,6 7,45 
12a 7 40,8 5,83 
12b 2 8,7 4,35 
13 10 116,3 11,63 
14 30 186,7 6,22 
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15 13 133,7 10,28 
16 14 100,3 7,16 
17 9 96,4 10,71 
18a 10 113,1 11,31 
18b 7 7,5 1,07 
19 2 22,7 11,35 
Total 337 2.250,7 6,68 
 
Para seringueira, são esperados 18 grupos de ligação (2n=36) no mapa genético, 
entretanto foram obtidos 19 grupos de ligação, mesmo número obtido por Mantello (2014) e 
Silva (2014) ao saturarem o mapa de Souza et al. (2013).  
A densidade média de marcadores foi de um marcador a cada 6,68 cM, esta maior 
quando comparada ao mapa publicado por Souza et al. (2013) (1/9,8cM), posteriormente 
saturado por Silva et al. (2014) (1/9,3cM) e Mantello (2014) (1/8,12cM). Porém esta 
densidade é menor quando comparada ao mapa publicado por Lespinasse et al. (2000a) 
(1/3cM), Shearman et al. (2015) (1/2,96 cM), Pootakham et al. (2015) (1/0,82 cM) e 
Nirapathpongporn et al. (2016) (1/4,14 cM). Apesar da maior densidade, Lespinasse et al. 
(2000a) utilizaram marcadores RFLPs, AFLPs, microssatélites e isoenzimas para a construção 
do mapa, através da metodologia do duplo pseudo testcross, na qual são construídos dois 
mapas de ligação individuais, um para cada genitor, baseados apenas em marcadores com 
segregação 1:1, ou seja, que apresentam polimorfismo em apenas um dos pais.  
Shearman et al. (2015) e Pootakham et al. (2015) construíram mapas de ligação de alta 
densidade utilizando somente marcadores SNPs. Apesar desses marcadores serem 
codominantes, os SNPs não são tão informativos como, por exemplo, os marcadores 
microssatélites, já que correspondem a alteração de uma única base no genoma. Deste modo, 
o uso dos microssatélites, em conjunto com marcadores SNPs, por exemplo, resulta na 
construção de mapas de alta densidade permitindo à futura detecção de QTLs, sendo uma 
estratégia muito utilizada para a maioria das espécies vegetais de interesse agronômico, como 
as florestais e as frutíferas (por exemplo, o Hardwood Genomics Project; 
www.hardwoodgenomics.org) (HODEL et al., 2016). 
A distribuição dos marcadores em alguns grupos de ligação não foi uniforme, 
apresentando regiões pouco saturadas, como observado nos grupos LG1, LG4, LG5, LG13, 
LG15 e LG18a. Uma possível explicação para a baixa densidade de marcadores em alguns 
dos grupos de ligação pode corresponder a regiões altamente homozigóticas e que estão 
59 
 
sujeitas a menor frequência de recombinação (CASTIGLIONI et al., 1999); outra explicação é 
que algumas dessas regiões podem estar próximas à região centromérica, entretanto somente 
análises citogenéticas podem confirmar essa associação. A influência do número de 
marcadores utilizados também está relacionada com o grau de cobertura do genoma, bem 
como a densidade do mapa construído (CARNEIRO, VIEIRA, 2002), assim, é possível que a 
quantidade de marcadores utilizados no presente mapa não foi suficiente para saturar essas 
regiões. 
O grupo LG2b é composto por apenas dois marcadores, sendo um microssatélite e um 
SNP, já os grupos LG12b e LG18b se mantiveram com dois microssatélites e com quatro 
microssatélites e três SNPs, respectivamente. A partir de marcadores SNPs, Mantello (2014) 
conseguiram unir grupos de ligação que não se agruparam com marcadores microssatélites e 
diminuir a distância de regiões pouco saturadas. Deste modo, espera-se que a partir da adição 
de novos marcadores SNPs a este mapa, os grupos de ligação que estão subdivididos (LG2, 
LG12 e LG18) sejam agrupados. 
Dentre os SNPs validados por Souza et al. (2016), 11 marcadores entraram na 
construção do mapa genético (sHbUNI289, sHbUNI351, sHbUNI380, sHbUNI381, 
sHbUNI385, sHbUNI413, sHbUNI437, sHbUNI449, sHbUNI492, sHbUNI497 e 
sHbUNI509). Destes podemos destacar o marcador sHbUNI289, identificado no contig_66, 
anotado no Swiss-prot em uma possível proteína envolvida em respostas ao estresse salino e 
ao ácido abscísico; ao desenvolvimento do pólen e formação de tecidos vasculares (ABC 
transporter G family member 11 em Arabidopsis thaliana). O marcador sHbUNI351 
(contig_4106) foi anotado em uma possível proteína envolvida na manutenção da estrutura da 
cromatina de regiões transcritas (Transcription elongation factor 1 homolog em Arabidopsis 
thaliana).  
Souza et al. (2013) construíram o primeiro mapa genético integrado para uma 
população resultante do cruzamento entre os clones PB217, que apresenta produtividade de 
látex alta, e PR255, tolerante ao frio, sendo posteriormente saturado por Silva (2014) e 
Mantello (2014). Esse mapa saturado possui 383 marcadores distribuídos em 19 grupos de 
ligação com um comprimento total de 3.137,6 cM. Dois anos depois, foi construído outro 
mapa para seringueira com uma população proveniente do cruzamento RRIM600 x PB217 
(NIRAPATHPONGPORN et al., 2016) contando com 496 marcadores, distribuídos em 18 
grupos de ligação e com comprimento total de 2.054,2 cM. O mapa desenvolvido no presente 
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trabalho apresenta marcadores em comum com os mapas citados, no qual é possível observar 
que há uma linearidade quanto à disposição dos marcadores quando comparamos cada grupo 
de ligação do presente mapa com o de Mantello (2014) e de Nirapathpongporn et al. (2016), 
constituindo uma ferramenta de confirmação quanto à configuração desses loci nos grupos de 
ligação, como exemplificado na figura 4, para o grupo de ligação 8. 
Marcadores que foram associados a QTLs por Souza et al. (2013) também foram 
genotipados nessa população de mapeamento (Figura 4), no qual destacamos o marcador 
A2442 que foi relacionado com QTL para altura durante o período do verão.  
 
Figura 4: Comparação entre os grupos de ligação 8 dos mapas de Mantello (2014), o mapa 
desenvolvido no presente trabalho e de Nirapathpongporn et al. (2016), identificados em A, B 
e C, respectivamente. As linhas em cinza foram acrescentadas para facilitar a visualização e 
indicar a posição dos marcadores em comum que foram mapeados nos grupos de ligação entre 
os diferentes mapas. 
Pela sua abundância no genoma, os marcadores SNPs podem ser uma alternativa para 
a saturação deste mapa. Atualmente, as técnicas de genotipagem de larga escala, como as 
plataformas BioMark™ Real-Time PCR System (Fluidgm, Inglaterra), Sequenom 
MassARRAY
® 
(Sequenom, San Diego, CA), Golden Gate® e Infinium HD (Illumina, San 
Diego, CA) e Genotyping-by-Sequencing (GBS) (ELSHIRE et al., 2011) mostram-se uma 
alternativa rápida e eficiente para obter um mapa de ligação bem saturado. 
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A construção de mapas genéticos é uma ferramenta fundamental para estudos 
genéticos. Diversos estudos relacionados à construção de mapas genéticos para seringueira 
foram desenvolvidos, contribuindo para o conhecimento da estrutura genética da cultura. 
Frente à importância e aos desafios da cultura no contexto nacional, os programas de 
melhoramento genético têm buscado clones adaptados às áreas de escape. Deste modo, 
apresentamos o primeiro mapa desenvolvido para uma população oriunda do cruzamento 
entre os clones GT1, tolerante ao vento e ao frio, e RRIM701, que possui produtividade de 
látex de média a alta. Este mapa é uma ferramenta importante para o estudo e mapeamento de 
QTLs (Quantitative Trait Loci) relacionados a caracteres de importância econômica. 
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Figura 5: Primeiro mapa genético desenvolvido para uma população F1 resultante do 
cruzamento GT1 x RRIM701. O mapa possui 337 marcadores, dos quais 100 foram 
genotipados no presente trabalho, destacados em vermelho. Os marcadores que apresentam 
distorção na segregação estão indicados com um asterisco. 
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Material Suplementar 
Tabela S1: Lista dos marcadores SNPs polimórficos para a população de mapeamento. 
SNP Contig 
Tamanho 
do contig 
Posição 
do SNP 
Primer (SNP +/- 50 bp) 
sHbUNI289 contig_66 2220 552 
CTTGCAACTGTCATCATTAGGCTTTCTACCAGCATCATGCATGCAAAGAG[Y]A
GCAGTGCAAAGTAGGCAAAGTGTTGAAAACTCTTTTGAAGGCCAACTAG 
sHbUNI290 contig_465 670 310 
TTCCAAGCTGATCAAACCGAAAACGATAGCTACTCCCTGAACGATTAAAG[W]
CCACCCATGTACCCTCCAACCACTGCTCTTCCCAGACAACTGCGAAGGTA 
sHbUNI291 contig_631 660 456 
GTTGCCAGTTGGGGTGCATACCTTTGGAGTAGAAATGTTATTGCCATGTC[R]T
TTGCACCAAGAGACTCGCATGAAGCACAGGTTCAATTTGCTCTTGAAAG 
sHbUNI296 contig_1235 795 521 
CTTGGGATGTTCTCTGTGGTTGGGATCAAATCAAACCATGGTACTGATTT[R]C
TTGATCGAGTTCCTATAAGTCCTGGTAACATACTTTCATTGCCTTGCAG 
sHbUNI313 contig_3984 2320 2102 
CAATGCTCTTATGTGGCTGGATATTTTCCAAGAACCATAACTCAAGTCAA[Y]G
AGGAAGAACAGGAGGTGCAATTGTGTGGGTGTTGCATGATTTGTTTAAC 
sHbUNI343 contig_4087 1635 1394 
CTTTGTGGAGTCTAGTTGTGGTAATAGCAGTAGCGGTGAAAATGCCAAAA[K]
CAACTCTTTTCGAGTTATGGATGTGGAATCGGCTCACTGTTCGCAACCTC 
sHbUNI351 contig_4106 1880 1345 
GATAATTGGATTGCCAGGGTAGGGCGTGAGCTTGTTTGTATGAATATCTG[M]T
AGGGCTGATGATAGGACAAGCATCCAGTAGTTCTGGGTACTGTGTTTGA 
sHbUNI378 contig_4526 1318 894 
AGCAAATGAGGTTAAGTCTGCGAGCCAGGGCCCAAAATGAGGTTCACTGC[W]
GGCATCGGGCGTGCTGGGCCGAGGGGCGCCCCAAAACGAGGTTCAGGAGG 
sHbUNI380 contig_4535 1343 1063 
TAAATCCATATTGTTCTTTGAATGCATAGATCATCTCTATCATTATTTAT[S]AT
TTTCTCTAGCTGGATTCTTGTTTCTTGCCCCCCCACCACCACCCCAAA 
sHbUNI381 contig_4541 967 163 
AGGCACATACATAAACACACAGACAGACAGGCATAGATATTGACACAAAT[S]
AAGCAGACATAGATAGAGACAAGAATAAAGACAAACAAATACAAACATAG 
sHbUNI385 contig_4602 900 352 
GGAATATGCCCCACCAAAAGTTGTGAAGTTACATGAAAGATTGTGAGCGA[Y]
GAAAGGCTGCCTAGAGTAGCTGGGATTTCTTCGCTGATATCGTTCATGCC 
sHbUNI399 contig_4910 669 535 
CAAATGCTCTCTGAGTTTCCTCGTAACTCTCCAAATTACCATTCTTCATC[R]TC
TTCTATTGTTTCCCAACAATTGAAAAATGGGGAAAATGAGAAAATCCT 
sHbUNI413 contig_5063 581 454 
GATAATTGTTCCAACTTCAAAAGCTCAGGCTCTTCAAAGGAGGTATTCCT[R]C
TGAACTATGCCTCAGGAATGAATGGAAAATTTTCTTTCTATGAAAAAGT 
sHbUNI419 contig_5088 1011 607 
AGAGAAAATGAGATTGTGTATCAATATAAAGGAGCTAAATAATGTCAAAA[Y]
GGTAGGTATTTGTGGGATGGGTGGCATTGGAAAAACAACTATTGCTAGTG 
sHbUNI420 contig_5110 663 449 
CGCCAGGGATACTACCAAAATTGTCCCATATGCAATTCCTCGCGCTTCCA[K]C
AATCACAGTTAAAGAAGAGGAGGTAGCATCTTTGAGGAAGTTGGAAACT 
sHbUNI437 contig_5610 1237 698 
GATTCGCTGAAGAAAGCTGCGGCGGCGCGTGAGGTTGTGGATATTAGTTT[M]
GGTGTGGGAGACCTGATTCAGAACATGACTTGCAGGATGGTTTTTGGGGA 
sHbUNI449 contig_5885 1195 152 
GTGAAAATATGCAAATGATATGTTTTATTAGGGACTAGCTCATGAAGATT[S]A
AGACACAGAGCTATGTTTAAAAGTTGATATTAAAATGTAATGCTAGAAC 
sHbUNI464 contig_6495 1457 625 
CGTACAAGATTGCCAGATTCAATAGTTAGACTACCGAACCTGCAAGTGTT[S]A
TATTGGACTATTGTTTTATGCTTGAAGCACTACCAAAGGACATTAAACA 
sHbUNI492 contig_7797 1051 313 
ACAAGATAGCAAGAAGAATATAGAGAAGGCAATATAAGAAGAGAAAAAGG[
Y]AAGAAATAATTAAAAAGGTAACAAGAGAAAGTTCTATGTTATCTTTCCCT 
sHbUNI497 contig_8001 614 142 
GGAGTGCACTTCTTGTGCCGAGGACGAGGATATCTTAATGAAGGAAGAAA[Y]
GGAAAGAGAAAGGCAGGAAGAGGAAGGAAAGAGGGAAGAGGAAGAAAGGA 
sHbUNI505 contig_8814 644 158 
TAGTTATTTATTGTCGATAGAGTGGGTACAAGCTAGGAACCCTTATTATC[K]A
TTATGTATCTATAAATTAAAATTAAAAAACCATGGGGAAGCCAGGCAAG 
sHbUNI509 contig_9245 787 664 
AATTATTCATCCACAGAATTCTTAATATCATCAACATCTAACCACTTTAT[S]AA
CGAGTAAACTGATTTAATGCAAAAACTGCCTCTCCAATCAGTTGCCTA 
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6. Conclusões 
A utilização de 337 marcadores moleculares promoveu a elaboração do primeiro mapa 
genético integrado para esta população de estudo, representando um importante avanço para o 
melhoramento e para estudos genéticos na espécie. O mapa possui 19 grupos de ligação, um 
total de 2.250,7cM de extensão e densidade média de um marcador a cada 6,68 cM. Alguns 
grupos foram subdivididos e a distribuição dos marcadores em alguns grupos de ligação não 
foi uniforme, apresentando regiões pouco saturadas. Dada sua abundância no genoma, 
propõe-se que a adição de novos marcadores SNPs pode ser uma alternativa para a saturação 
deste mapa e a obtenção de 18 grupos de ligação. 
A genotipagem dos SNPs revelou loci com perfis de segregação fora do esperado. 
Acredita-se que estes marcadores amplificaram regiões duplicadas no genoma ou 
amplificaram dois membros diferentes de uma mesma família gênica e, dessa forma 
detectamos na genotipagem um polimorfismo entre as cópias; além disso, também 
observamos um loco microssatélites duplicado. Apesar desses resultados corroborarem com a 
hipótese de uma origem anfidiploide para o gênero, nenhum ancestral diploide de Hevea com 
2n=18 foi encontrado. A duplicação gênica tem papel fundamental na evolução adaptativa, 
com a criação de novas funções ou na regulação da expressão gênica, assim a duplicação 
destes loci, associada ao polimorfismo encontrado, podem conferir características únicas, 
além de torná-los marcadores extremamente úteis para a investigação evolutiva, seja no 
contexto de melhoramento de plantas, ecologia, ou biodiversidade.  
O conjunto de marcadores SNPs desenvolvidos no presente trabalho são ferramentas 
moleculares importantes para programas de melhoramento e pesquisas em genética e 
genômica da seringueira, podendo ser empregados para a construção de novos mapas.  
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7. Perspectivas 
O principal desafio associado à produção de borracha a partir de H. brasiliensis no 
Brasil é a ocorrência do patógeno Microcyclus ulei na região amazônica, provocando a 
expansão da cultura para áreas de escape como a região sudeste do Brasil. Entretanto, estas 
novas áreas propiciam novas condições de estresse, como por exemplo, vento e frio, limitando 
o desenvolvimento da planta e a reduzindo a produção de látex. A pesquisa em seringueira na 
área da biologia molecular tem avançado consideravelmente, entretanto há muito ainda para 
ser feito com relação ao mapeamento de características agronomicamente importantes para a 
obtenção de clones adaptados a essas novas áreas de escape. 
O mapa genético desenvolvido no presente trabalho, para uma população proveniente 
do cruzamento entre os clones GT1, que apresenta tolerância ao vento e frio, e RRIM701, que 
apresenta produtividade média a alta, será utilizado como suporte para a inserção de novos 
marcadores SNPs, já desenvolvidos em nosso laboratório, genotipados por espectometria de 
massa (Sequenom MassaARRAY®) e pela metodologia GBS (genotyping-by-sequencing), os 
quais possibilitarão a saturação do mesmo. Após a saturação do mapa, serão mapeados genes 
associados a características quantitativas de importância agronômica. Para isso, a população 
de mapeamento, instalada na fazenda APTA/IAC – Estação experimental, em 
Votuporanga/SP, está sendo avaliada fenotipicamente desde 2013, sendo mensuradas 
características relacionadas ao crescimento, como altura, diâmetro, perímetro e número de 
lançamentos foliares, em diferentes estações do ano. 
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